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人 精液 凝固 蛋白 SgI-52 的 表达 与 抗菌 活性 研究 
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摘要 : 以 人 精 圳 腺 cDNA 为 模板 , 用 找 套 式 PCR 技 术 扩 增 出 编码 成 熟人 精液 凝固 蛋白 I (semenogelin I，SgD 第 
85-136 位 氨基 酸 (SgI-52) 的 核 芽 酸 序列 并 将 其 插入 载体 pMAL-p2X 中 ，, 成功 构 建 的 表达 载体 pMAL-p2X/SgI-52 转 化 
大 肠 杆菌 DH5 a 后 ,重组 融合 蛋白 诱导 表达 于 大 肠 杆 菌 周 质 中 。 经 第 X 因 子 剪 切 及 超 滤 处 理 ， 得 到 表达 的 重组 
SgI-52。 质 谱 分 析 结 果 证 明 重 组 SgI-52 为 目的 肽 。 重 组 人 SgI-52 对 大 肠 杆 菌 ATCC 25922 标 准 株 以 及 耐 氨 苯 标准 株 
ML-35P 的 最 低 抑 制 浓度 MIC 分 别 为 32.45 以 及 46.30 hg/mL。 我 们 的 结果 及 相关 研究 提示 在 人 精液 液化 过 程 中 人 精 
液 凝 固 和 蛋白 I 的 不 同 降解 产物 可 能 行使 不 同 的 生物 学 功能 ， 值 得 进行 深入 研究 。 
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Expression of Human Semenogelin I-S2 and Antibacterial Activity 
Investigation of Recombinant Peptide 
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(1. Biotoxin Units, Key Laboratory of Animal Models and Human Disease Mechanisms, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, 
Kunming Yunnan 650223, China; 2. Department of Urology, the First Affiliated Hospital of Kunming Medical College. Kunming Yunnan 650032, China;3. 
Department of Urology, West China Hospital, Sichuan University, Chengdu Sichuan 610041, China) 


Abstract: Nucleotide sequence coding for SgI-52 with amino acid residues of 85-136 form mature human 
semenogelin I was amplified by PCR technique from the cDNA of a human seminal vesicle. The obtained PCR products 
were inserted into vector pPMAL-p2X. The constructed expression vector of pPMAL-p2X/SgI-52 was transformed into 
Escherichia coli DHS a . Fusion protein was expressed in the periplasma of the E. coli DHS a after IPTG inducement. 
Recombinant SgI-52 was purified after factor X cleavage and a ultrafiltering process. MALDI-TOF- MS results indicated 
that the purified recombinant SgI-52 was the target peptide. Recombinant SgI-52 showed antibacterial activities on E. coli 
ATCC 25922 and E. coli ML-35P with MIC values of 32.45 and 46.30 ng/mL, respectively. Our results and other 
relevant works suggested that different human semenogelin I degradation fragments during the liquefaction might have 
various biological functions and deserve to be investigated further. 
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正常 男性 的 精液 在 射出 体外 后 立即 发 生 凝 固 ， 50%(Robert & Gagnon, 1995)。 正常 精液 凝固 后 立即 
引起 精液 凝固 的 蛋 re 发 生 精 液 的 液化 ， 这 一 过 程 主要 由 前 列 腺 来 源 的 丝 
液 凝固 蛋白 (Semenogelin，Sg)I 以 及 I。SgI 成 熟 蛋 氨 酸 蛋白 酶 称 为 前 列 腺 特异 抗原 (PSA)(Robert et al， 
439 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 是 男性 精 宫 液 和 精液 凝 1997), 在 其 他 一 些 前 列 腺 来 源 的 丝氨酸 蛋白 酶 如 激 
腔 中 的 主要 成 分 ， 含量 大 约 分 别 为 20% 和 肽 释放 酶 2human kallikrein, K2)、 酸 性 磷酸 酶 (PAP) 






































































































































收 稿 日 期 :2008-02-03; 接受 日 期 : 2008-03-03 
基金 项 目 ， 国家 自然 科学 基金 “30670412); 中 国 科学 院 “ 西 部 之 光 ”， 云 南 省 自然 科学 基金 资助 项 目 (2005PY01-23; 2007C0006R) 
通讯 作者 (Corresponding authors)， 李 文 辉 ，Tel: 0871-5194279, E-mail: leewh@mail.kiz.ac.cn; 申 吉 泓 Tel: 0871-5324888-2402， 
E-mail: kmsjh99@yahoo.com.cn 
第 一 作者 简介 : 赵 晖 (1972-)， 男 ， 博 士 研究 生 ， 主 治 医师 。 研 究 方向 : 泌尿 外 科 及 男科 学 专业 


























































































































140 动物 学 研究 29 卷 








以 及 谷 氮 酰胺 转 腕 酶 等 的 共同 作用 下 ， 降 解 精液 凝 
块 中 的 SgI 以 及 SgI 分 子 ， 使 得 精液 由 凝 腕 状 变 为 溶 
胶 状 ， 最 终 释 放 精 子 的 运动 。 精 液 液化 过 程 中 会 产 
生出 许多 的 来 源 于 SgI 前 体 的 降解 片段 , 从 精液 中 分 
离 的 不 同 大 小 的 SgI 的 水 解 片 段 具有 不 同 的 生物 学 
活性 (Bjartell et al, 1996; Bourgeon et al，2004; 
Jonsson et al, 2005; Robert & Gagnon, 1999)， 其 中 
SgI-52( 成 熟 SgI 85-136) 被 认为 是 最 重要 的 精子 活力 
抑制 因子 ， 对 调控 精子 的 获 能 及 受精 极为 重要 
(Robert & Gagnon, 1996)。 

最 近 ， 通 过 离子 交换 、 分 子 筛 以 及 HPLC 等 层 
析 步 又， 我 们 从 40 个 健康 人 精 浆 中 中 分 离 纯化 得 到 
了 SgI 衍 生 的 抗菌 肽 并 对 其 性 质 进行 了 研究 。N- 末 
端 氨基 酸 序列 测定 以 及 FAB 质 谱 结果 揭示 我 们 分 
离 得 到 的 4 个 抗菌 肽 衍生 自 SgI， 它 们 分 别 命名 为 ; 
SgI-29( 成 熟 $SgI 85-113 ) 、SgI-46 (成熟 SgI 85-130) 、 
SgI-47( 成 熟 $SgI 85-131) 和 SgL52( 成 熟 SgI 85-136 ) 。 
值得 注意 的 是 ，SgI-29、SgI-46 以 及 SgI-47 是 目前 为 
止 新 发 现 的 精液 凝固 蛋白 I 衍生 产物 ,抗菌 实验 结果 
表明 SgI-29 对 大 肠 杆 菌 ATCC 25922 以 及 大 肠 杆菌 
青霉素 耐 药 标 准 株 ML-35P 均 具有 较 强 的 抑 菌 活性 ， 
而 SgI-52 在 相同 实验 条 件 下 活性 明显 偏 弱 。 我 们 的 
结果 表明 在 精液 液化 的 最 后 阶段 产生 的 衍生 自 精 
液 凝固 重 白 I 的 不 同 生物 学 活性 的 小 分 子 量 多 肽 可 
能 对 精子 运动 、 获 能 以 及 受精 过 程 有 重要 的 作用 
(Zhao et al, 2008)。 由 于 天 然 纯化 得 到 的 SgI-52 数 量 
有 限 ， 全 合成 因 和 氨基 酸 数目 较 多 导致 合成 效率 不 
高 ， 价 格 昂贵 。 为 进一步 研究 SgI-52 的 生物 学 功能 
和 活性 ， 尤 其 是 其 抗菌 活性 ， 我 们 进行 了 SgI-52 的 
表达 以 及 抗菌 活性 实验 ， 现 将 结果 报道 如 下 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 材料 

人 精囊 腺 取 自 一 位 56 岁 因 膀 胱 尿 路 上 皮 癌 行 
膀胱 ， 前 列 腺 ， 精 赛 腺 全 切除 术 男 性 患者 ， 病 理 检 
查证 实 精 赛 腺 未 被 肿瘤 侵犯 。 将 手术 切 下 的 精 宫 腺 
立即 置 于 液 氮 中 保存 ， 直 到 提取 总 RNA。 表 达 菌 株 
大 肠 杆 菌 DHS a 为 中 国 科 学 院 昆 明 动 物 所 毒素 研 
究 室 保存 菌 种 ， 高 保 真 DNA 聚 合 酶 酶 pf， 表 达 载 
体 pPMAL-p2X，T4 DNA 连 接 酶 购 自 Promega 公 司 ( 美 
国 ); 限制 性 内 切 酶 加 nn I、Hind II 购 自 NEB 公 司 ( 英 
国 ); 胰 蛋 白 腺 、 酵 母 提取 物 购 自 Oxoid 公 司 (英国 ); 
丙 燃 酰胺 、 甲 又 双 丙 烯 酰胺 、 过 硫酸 胶 、 异 丙 基 -B-D- 





























































































































































































































































































































































































































































































































硫 代 半 乳 糖 音 (PTG) 等 购 自 Sigma 公 司 (美国 ); 
SgI-29 为 西安 联 美 公司 采用 常规 化 学 法 合成 ， 其 氮 
基 酸 序列 为 : HNKQEGRDHDKSKGHFHRVVIHH- 
KGGKAH， 纯 度 >95%。 其 他 试剂 均 为 进口 或 国产 
分 析 纯 试剂 。 
1.2 总 RNA 的 提取 和 cDNA 合 成 

总 RNA 采 用 Qiagen 公 司 总 RNA 提 取 试 剂 盒 提 
取 。cDNA 合 成 采用 Takala 公 司 试 剂 盒 ， 具 体操 作 按 
说 明 书 进行 。 
1.3 引物 设计 与 合成 
根据 已 知 的 人 Sgl 基因 的 cDNA 序 列 设计 引物 ， 
正 向 引物 SgI-1 5-GGTTTTCCAAGCAAGATGAA- 
G-3', 含 人 SgI 基因 的 5' 端 非 翻 译 区 及 翻译 起 始 ATG 
序列 ;， 反 向 引物 SgI-1R: 5-AGGTGGTGTCATCC- 
ATGGACCAAG-3'， 位 于 人 SgI 基 因 的 3' 端 非 翻 译 
区 ; 用 于 构建 SgI-52 的 表达 引物 为 : SgI-EX1 
5' -CATAATAAACAAGAAGGCAGAGACC-3'; 
SgI52-EXR 5-CCTAACAAGCTTTTAATATTGAC- 
TGGATATTCC-3', 售 Hind II 的 酶 切 位 点 AAGCTT， 
其 前 面 的 CCTAAC 为 保护 序列 。 所 用 引物 均 由 北京 
赛 百 胜 公 司 合成 。 
1.4 ”SgI-52 基 因 扩 增 及 克隆 载体 的 构建 

以 提取 的 人 精囊 腺 总 RNA 为 模板 (5$ hg)， 按 照 
Takala 公 司 cDNA 合 成 试剂 盒 操 作 说 明 进 行 cDNA 
合成 。SgI 开 放 阅 读 框架 (ORF) 的 克隆 以 合成 cCDNA 
为 模板 进行 PCR 扩 增 ， 所 用 引物 为 SgI-1 及 SgI-1R， 
PCR 有 反应 条 件 : cDNA 1 pL, 10 X buffer 5 nL , dNTP 
(各 2.5mmol/L) 4 pL, SgI-1 (20pmol/D) 1 nuL, SgL1R 
(20pmolL) 1 nL, Pfu 0.25 kL， 灭 菌 超 纯 水 37.75 
hL。PCR 扩 增 条 件 : 94°C 2min; 92°C 15s, 55°C 30s, 
72°C 90s, 35 个 循环 ; 72°C 10min。PCR 产 物 经 琼脂 
糖 凝 胶 电 泳 ， 将 1.3kb 处 明显 条 带 用 Tiangen DNA 胶 
收 试剂 盒 进 行 DNA 回 收 。 用 回收 的 DNA 做 模板 ， 
以 SgI-EX1 和 SgI52-EXR 做 引物 进行 PCR 扩 增 以 得 
到 SgI-$2 的 编码 核 背 酸 序列 。 条 件 : 回收 的 DNA 0.5 
hL，10X buffer 5 nL, dNTP( 各 2.5mmol/L) 4 pL, 
SgI-EX1 (20pmol/L) 1 pL, SgIS2-EXR (20pmol/L) 1 
HL, Pfu 0.25 pL, 灭 菌 超 纯 水 38.25 pL。PCR 扩 增 条 
件 : 94°C 2min ; 92°C 15s, 50°C 30s, 72°C 20s, 5 个 
循环 ; 92°C 15s, 60°C 30s ,72°C 20s, 30 个 循环 ; 
72°C 2min。PCR 产 物 经 电泳 发 现 150bp 附 近 有 明显 
条 带 。 将 1S0bp 处 明显 条 带 用 Tiangen DNA 胶 回收 试 
剂 盒 进行 DNA 回 收 ，PCR 回 收 产物 经 已 md II[ 酶 切 ， 
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2 期 赵 晖 等 ， 人 精液 凝固 蛋 




















进行 3% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 , 切 胶 纯化 酶 切 后 片段 。 将 
该 回收 酶 切片 段 与 预先 用 内 切 酶 Hind II 及 Zn I 切 
开 pMAL-p2X 的 表达 质粒 用 T4 连 接 酶 4*C 过 夜 连接 。 
然后 转化 感受 态 大 肠 杆菌 DH5 a 。 挑 取 单 菌落 提取 
质粒 测序 进行 鉴定 
1.5 SgI- .52 多 肤 的 秀 导 表达 

过 夜 培养 测序 鉴定 正确 的 含有 表达 载体 
pMAL-p2X 以 及 SgI-52 编 码 序列 的 大 肠 杆 菌 DH5 
a 。1 升 RB 培养 基 (10pg 胰 蛋白 腑 十 5g 醇 母 提取 物 

















































































































SgI-52 的 表达 与 抗菌 活性 研究 141 




















糖 (Sigma A6013)，0.3 g 胰 蛋 白 及 大豆 肉 汤 (Oxoid 
产品 ) 深 于 100mL pH 5.5 柠 檬 酸 -磷酸 氧 二 钠 缓冲 液 
中 。 底 层 培养 基 9 mL 于 42”C 时 分 别 加 入 过 夜 培养 
对 数 生 长 期 细菌 ( 约 105 一 106CFU/mL)，, 抬 匀 后 使 
其 在 直径 76mm 培 养生 中 均匀 挫 布 作为 底层 。 待 凝 
固 后 ， 底 层 培养 基 上 打 3mm 的 圆 了 筷 ， 每 孔 加 5 kL 不 
同 浓度 的 抗菌 肽 水 溶液 。37*C 孵 育 3h 后 ， 在 底层 上 
履 盖 一 层 9 mL 营养 琼脂 (顶层 培养 基 : 1 g 低 熔点 琼 
脂 糖 (Sigma A6013)，6g 胰 蛋白 腺 大 豆 肉 汤 (Oxoid 























































































































十 Sug NaCl 十 2hg 葡 萄 糖 ,高压 灭 菌 冷 却 后 加 入 所 十 
使 其 终 浓 度 为 100ng /mL ) 加 1/100 过 夜 培养 的 大 上 肠 
杆菌 DH5 a , 37°%C 200rpm 摇 菌 约 2 一 3h 至 ODioonm 为 
0.5。 加 入 IPTG 〈 终 浓度 为 0.3mmolL) 后 25°C 继 续 
培养 诱导 3h。 
1.6 重组 小 肽 的 分 离 和 鉴定 
将 细菌 培养 物 于 4 000 g 离 心 10 min 后 收集 细 
菌 ， 用 30mmolL，PpH8.0，Tris-HCI+ 20% Sucrose 
重 悬 细菌 (80mL/g 湿 菌 )。 加 入 0.SmolEL 的 EDTA 使 其 
终 浓度 为 lmmolL, 室温 揪 $S 一 10min。 于 4*C 8000g 
离心 10min， 弃 上 清 。 沉 淀 用 4°C 预 冷 的 5 mmol/L 
MgSO4 重 悬 (400mL)。 冰 浴 下 摇 10min 后 ，4*C 8000 
g 离 心 20min， 所 得 到 上 清 液 即 为 周 质 表达 液 。 周 质 
表达 液 首先 用 密 理 博 Labscale TFF System 超 滤 装 置 
进行 浓缩 , 所 选用 超 滤 膜 的 分 子 量 截留 值 为 30kDa。 
待 超 滤液 剩余 约 20mL 时 ， 加 入 100mL 第 X 因 子 剪 切 
液 以 切换 缓冲 液 ， 此 操作 重复 一 次 。 得 到 的 浓缩 周 
质 表 达 液 用 第 X 因 子 剪 切 液 稀释 为 约 2mg/mL, 按 酶 
量 : 待 剪 切 蛋白 质 =1 : 100 的 量 加 入 第 又 因子 
(Pierce 公 司 ) ，37?C 缓 慢 摇动 前 切 24h。 剪 切 液 入 
用 密 理 博 Centriprep YM-10 超 滤 管 离心 超 滤 ， 超 滤 
管 的 分 子 量 截留 值 为 10kDa。 收 集 能 透 过 超 滤 膜 的 
分, 该 部 分 含有 目的 肽 SgI-52 。 穿 透 液 经 HPLC Cis 
FE 脱盐 后 ， 冰 冻 干 燥 进行 质谱 分 析 和 活性 测定 。 实 
验 所 用 小 肽 的 浓度 按 下 面 公式 进行 计算 : 
浓度 (mg/mL) =(4215-4225)x0.144 
1.7 基质 辅助 激光 解吸 飞行 时 间 质 谱 (MALDI- 
TOF-MS) 检 测 
纯化 得 到 的 重组 SgI-52 采 用 MALDI-TOF-MS 
(Bunker) 确定 其 精确 分 子 量 。 
1.8 抗菌 活性 检测 
参照 文献 方法 (Lehrer et al 1991)， 采 用 琼脂 糖 双 层 
打 孔 法 测定 最 低 抑制 浓度 MIC(Minimal Inhibition 
Concentration)。 底 层 培养 基 配 方 为 : 1g 低 燃点 琼脂 
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产品 ) 溶 于 100mL pH 5.5 柠 檬 酸 -磷酸 氨 二 钠 缓 冲 液 
中 )，37°C 继 续 盟 育 12 一 16h。 测 量 无 菌 生长 的 透明 


























环 直 径 。 抗 菌 活性 的 计算 : 抗菌 活性 单位 U==( 抗 菌 
环 的 直径 mm-3) X 10。 以 抗菌 肽 浓度 的 对 数值 为 横 
坐标 ， 抗 菌 活性 为 纵 坐 标 作 回 归 方程 ， 并 计算 能 抑 
制 细菌 生长 的 抗菌 肽 的 最 小 浓度 MIC。 大 肠 杆 菌 标 
准 菌 株 Escherichia coli ATCC 25922 以 及 耐 氨 茶 大 
肠 杆菌 ML-35P 标 准 株 来 源 于 昆明 医学 院 第 一 附属 
医院 ， 此 试验 重复 三 次 ， 取 平均 值 。 


2 结 果 


2.1 SegI-52 基 因 片 段 的 克隆 及 表达 载体 的 构建 
根据 NCBI 数 据 库 中 人 semenogelin I(GenBank 
Accession No. BC055416) 设 计 引 物 ， 首 先 扩 增 得 到 
人 SgI-52 的 大 小 约 为 1.3 kb 的 全 长 序列 ， 见 图 1。 采 
用 舱 套 PCR 方 法 ， 以 人 精 宫 腺 $gI 全 长 cDNA 为 模板 
扩 增 SgL52。PCR 扩 增产 物 大 小 约 为 130bp， 编 码 人 
成 熟 精液 凝固 蛋白 第 85-136 位 氨基 酸 的 SgI-32， 见 
图 2。PCR 回 收 产 物 经 Hind II 酶 切 ， 进 行 1% 琼 脂 糖 
凝 胶 电 泳 ， 切 胶 纯化 酶 切 后 片段 。 采 用 平头 末端 
粘性 末端 的 连接 方式 ， 将 该 回收 酶 切片 段 与 预先 用 
内 切 酶 Hind 了 及 Xmn I 切 开 pMAL-p2X 的 表达 质粒 
用 T4 连 接 酶 4*C 过 夜 连 接 。 然 后 转化 感受 态 大 肠 杆 
菌 DH 5a 。 挑 取 单 菌落 提取 质粒 进行 测序 鉴定 。 测 
序 结果 表明 所 构建 融合 表达 载体 pMAL-p2X/SgI-52 
的 插入 序列 完全 正确 。 
2.2 ”重组 SgI-S2 的 诱导 表达 及 融合 蛋白 的 剪 切 
IPTG 诱 导 表 达 后 , 低 渗 离心 处 理 后 得 到 周 质 表 
达 液 。 取 25 kL 周 质 表 达 液 加 5 pL 6X 和 蛋白 上 样 缓冲 
液 ， 者 沸 $min 后 进行 SDS-PAGE 电 泳 ， 电 泳 结束 后 
进行 考 马 斯 亮 蓝 染 色 ， 可 见 重 组 蛋白 有 明显 的 表 
达 。 周 质 表 达 液 经 超 滤 处 理 后 进行 第 X 因 子 剪 切 的 
SDS-PAGE 见 图 3。 由 图 可 见 ， 经 第 X 因 子 剪 切 后 ， 
融合 蛋白 分 子 量 由 前 切 前 的 453000 变 为 剪 切 后 的 约 
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图 1 人 精液 凝固 蛋白 SgI 全 长 cDNA 的 克隆 

Fig. 1 Cloning ofhuman semenogelin I 
M: DL 2000 分 子 量 标 准 ， 由 上 至 下 分 别 对 应 2000、1000、750、 
500、250、100bp; 1: 克隆 产物 。 
M: marker, corresponding to 2000, 1000, 750, 500, 250 and 100 bp 
from top to bottom; 1: PCR product. 
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图 3 重组 蛋白 第 X 因 子 剪 切 前 后 的 电泳 图 谱 
Fig.3 SDS-PAGE ofrecombinant protein digested 
by factor X 
M: 标准 分 子 量 ; 1: 重组 蛋白 经 第 X 因 子 剪 切 后 ; 2: 重 
第 X 因 子 剪 切 前 。 


M: molecular weight marker; 1: after factor X cutting; 2: before 









































1 


组 蛋白 

















factor X cutting. 


42000， 表 明 融 合 头 麦芽 糖 结合 蛋白 (MBP) 与 重组 
SgI-52 被 第 X 因 子 成 功 前 切 。 由 于 表达 的 目的 肽 
SgI-52 理 论 分 子 量 为 5753.19 道 尔 顿 ， 因 此 无 法 在 
SDS-PAGE 中 得 以 显示 。 在 本 文 的 实验 条 件 下 ， 第 
X 因 子 的 剪 切 效率 >95%， 见 图 3 。 
2.3 重组 蛋白 的 质谱 分 析 

剪 切 液 利用 密 理 博 Centriprep YM-10 超 滤 管 离 
心 超 滤 ， 穿 透 液 经 HPLC Cls 柱 脱盐 后 ， 纯 化 得 到 的 
产物 经 MALDITOF-MS 质 谱 检测 , 得 到 产物 的 精确 
分 子 量 测定 值 为 5752.08 道 尔 顿 ，SgI-52 的 氨基 酸 序 
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图 2 重组 SgI-52 的 PCR 构 建 
Fig.2 Construction of recombinant SgI-52 by PCR 

M: DL 2000 分 子 量 标准 ， 由 上 至 下 分 别 对 应 2000、1000、750、 

500、250、100bp; 1: 克隆 产物 。 

M: marker, corresponding to 2000, 1000, 750, 500, 250 and 100 bp 

from top to bottom; 1: PCR product. 
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图 4 重组 人 SgI-52 的 基质 辅助 激光 解吸 飞行 时 间 质 谱 
Fig. 4 MALDI-TOF-MS ofrecombinant human SgI-S2 














列 为 : HNKQEGRDHDKSKGHFHRVVIHHKGGK- 
AHRGTQNPSQDQGNSPSGKGISSQY, 理论 分 子 量 
的 计算 值 为 $753.19 道 尔 顿 。 质 谱 结果 证 明 重 组 人 
SgI-52 得 到 了 有 效 表达 及 纯化 ， 见 图 4。 
2.4 ”重组 人 SgI-52 的 抗菌 活性 

采用 琼脂 糖 双 层 打 孔 法 测定 得 到 重组 人 SgI-52 
对 大 肠 杆菌 ATCC 25922 标 准 株 以 及 耐 氨 广 标 准 株 
ML-35P 的 最 低 抑 制 浓 度 MIC 分 别 为 32.45 以 及 46.30 
hg/mL， 见 表 1 。 
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表 1 重组 人 SgI-52 的 抗菌 活性 


Tab.1 Antimicrobial activity of recombinant human 


SgI-52 





大 肠 杆菌 标准 株 











MIC* (ug/mL) 





Microorganisms SgI-52 SgI-29 
Escherichia coli ATCC 25922 32.45 5.83 
Escherichia coli ML-35P 46.30 7.43 














数据 为 3 次 独立 重复 实验 的 平均 值 。* 抑 制 细菌 生长 的 抗菌 肽 的 最 小 浓 





度 。 

















The data represents mean values of three independent experiments 
performed in duplicates. *Minimal inhibition concentrations of antibacterial 


peptides to inhibit bacterial growth. 


3 讨 论 














最 近 ， 我 们 研究 发 现 正常 人 SgI 可 被 降解 产生 
SgI-52 以 及 N 端 相同 的 另外 三 个 衍生 物 SgI-29， 
SgI-46 以 及 SgI-47,， 并 对 人 工 合成 SgI-29 的 抗菌 活性 
进行 了 研究 (Zhao et al, 2008)。 由 于 天 然 纯 化 得 到 的 
SgI-52 数 量 有 限 ， 为 了 获得 较 大 量 的 SgI-52， 进 
步 研 究 SgI-52 的 生物 学 功能 和 活性 ， 我 们 通过 原核 
表达 系统 对 SgI-52 进 行 了 表达 。 本 研究 中 ， 我 们 从 
人 精囊 腺 mRNA 逆转 录 得 到 全 长 SgI 核 酸 序列 , 在 此 
基础 上 构建 了 融合 表达 载体 pMAL-p2X/SgI-52， 使 
融合 蛋白 在 大 肠 杆 菌 周 质 中 成 功 表达 。 原 核 表 达 具 
有 快速 、 经 济 、 表 达 量 高 的 优点 ， 在 原核 表达 中 载 
体 的 选择 特别 重要 。 我 们 采用 了 pMAL-p2X 系 统 ， 
将 融合 蛋白 表达 于 细胞 周 质 中 。 试 验 中 ， 我 们 在 加 
入 IPTG 诱 导 后 ， 培 养 温 度 由 37 °C 降 为 25 "C， 是 为 
了 使 细菌 的 表达 量 适 当 降 低 而 有 利于 重组 融合 和 蛋 
白 可 溶性 增加 和 顺利 通过 细菌 质 膜 到 达 细 菌 周 质 。 
表达 于 细胞 周 质 中 的 融合 蛋白 通过 低 滩 处理， 在 不 
破坏 大 肠 杆菌 细胞 质 膜 的 情况 下 得 到 表达 的 融合 
和 蛋白， 杂质 污染 较 少 ， 为 下 一 步 表 达 和 蛋白 的 分 离 纯 
化 打下 了 良好 的 基础 。 酶 切 后 根据 分 子 量 的 不 同 通 
过 超 滤 得 到 目的 重 白 ， 使 分 离 纯 化 过 程 简 便 易 用 ， 
有 其 独特 的 优势 。 

精液 凝固 蛋白 Semenogelin 主 要 由 精 吉 上 皮 细 
胞 特异 性 分 泌 (Lundwall et al，2002)， 包 括 SgI 和 
SgI。Sg I 和 Sg [I 为 人 类 和 高 级 灵 长 类 动物 所 特有 ， 
是 20 号 染色 体 上 不 同 基 因 的 产物 ， 它 们 的 结构 具有 
80 % 的 同 源 性 。SgI 由 439 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 相 对 
分 子 质 量 (MD 为 32 000。SgII 由 559 个 氨基 酸 残 基 组 
成 ， 有 糖 基 化 (Mr 为 76000) 和 非 糖 基 化 (Mr 为 72000) 
两 种 形式 Peter et al, 1998)。 射精 后 SgI 与 SgI[ 之 间 可 
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通过 二 硫 键 相互 连结 ， 并 且 与 纤维 连结 蛋 
fibronectin 共 同 存在 于 精液 凝 胶结 构 中 形成 网 状 结 
构 阻 碍 精子 自由 运动 (Robert & Gagnon, 1999)。SegI 
即 为 精 浆 中 的 精子 运动 抑制 剂 (sperm motility 
inhibitor , SPMD 的 前 体 ， 液 化 过 程 中 ，SgI、SgI 及 
fibronectin 均 主要 被 由 前 列 腺 上 皮 细 胞 合成 的 前 列 
腺 特异 性 抗原 PSA 水 解 ，PSA 的 化 学 本 质 为 丝氨酸 
和 蛋白酶, 是 精 浆 中 最 丰富 的 蛋白 酶 。 精 液 液 化 后 ， 
精液 由 凝 肌 状态 转 为 溶胶 状态 ， 精 子 运动 也 逐渐 活 
跃 (Peter et al, 1998; ”Lilja et al, 1987)。 实 验 表 明 纯 
化 的 人 未 被 降解 SgI 的 精子 运动 抑制 活性 是 其 被 
PSA 降解 产物 (5 一 20 kDa) 的 3 一 4 信 (Robert && 
Gagnon，1996)。 生 理 状态 下 ，PSA 可 将 SgI 水 解 为 
小 片段 SgIL-52， 其 切 点 为 成 熟 SgI 分 子 Leu84-His85、 
Tyr136-Ser137 处 (Robert et al, 1997)。 

值得 注意 的 是 , 从 精 浆 中 分 离 的 SgI-52 能 够 抑制 
脑 垂体 促 卵 泡 激 素 (FSH) 的 分 泌 ， 被 认为 具有 抑制 
素 样 的 活性 。FSH 是 脑 下 垂体 分 泌 的 一 种 荷尔蒙 ， 
可 以 刺激 卵 梨 和 滤 泡 的 成 熟 ， 对 男性 则 有 促进 输 精 
管 生长 和 精 虫 形 成 的 功能 。 目 前 的 研究 表明 : 具有 
抑制 FSH 分 泌 活 性 的 来 源 于 人 SgI 降 解 产物 有 3 个 ， 
分 别 被 命名 为 a-inhibin 92，o-inhibin 52 以 及 a- 
inhibin 31， 它 们 的 切 点 分 别 位 于 成 熟人 SgI 的 第 45 
一 136、85 一 136 以 及 85 一 115 位 (Ramasharma et al， 
1984)。a-inhibin 52 对 鼠 脑 垂体 促 黄体 生成 激素 诱导 
的 FSH 分 泌 的 抑制 活性 是 a-inhibin 31 的 3.4 倍 ， 而 
o-inhibin 92 则 为 40.5 倍 ， 该 结果 表明 在 精液 液化 过 
程 中 ， 随 着 SgI 被 不 断 降解 ， 其 抑制 FSH 分 泌 的 活性 
在 逐渐 减弱 (Li et al 1985)。a-inhibin 52 的 结构 与 本 
文 的 SgI-52 完 全 一 致 。 

体外 研究 分 析 表 明 射 精 后 SgI 液 化 片段 163 一 
283 结 合 在 精子 表面 的 副 举 和 蛋白酶 抑制 剂 (Eppin)75 
一 133 上 (Wang et al 2005)， 使 精子 活动 受 抑 制 的 片 
段 是 SgI 的 N 端 氨基 酸 ( 氨 基 酸 片段 24 一 163)， 而 与 
Eppin 结 合 的 SgI 的 氨基 酸 片 段 (氨基 酸 序 列 164 一 
283) 对 精子 运动 无 抑制 作用 。 精液 液化 过 程 中 Eppin 
保护 SgI 分 子 被 降解 为 15 一 16kDa 的 水 解 片 段 , 这 段 
片段 是 与 精子 表面 Eppin 相 结合 的 片段 (Wang et al， 
2007)。SgI 的 N 端 片段 不 被 Eppin 保 护 ，PSA 必 须 清 
除 SgI 分 子 中 具有 抑制 功能 的 N 端 片段 , 才能 使 精子 
获得 前 向 运动 和 获 能 。 

对 SgI-52 的 研究 以 往 主要 集中 于 其 精子 运动 抑 
制 、 抑 制 FSH 分 泌 活 性 以 及 与 EPPIN 的 结合 。 最 近 ， 
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我 们 首次 发 现 其 同时 具有 抗菌 活性 。 本 研究 中 ， 我 
们 检测 了 重组 SgI-52 对 大 肠 杆菌 ATCC 25922 标 准 
株 以 及 耐 氨 荣 标 准 株 ML-35P 的 最 低 抑 制 浓度 MIC， 
在 相同 实验 条 件 下 ，SgI-29 对 大 上 肠 杆菌 ATCC 25922 
标准 株 以 及 耐 氨 共 标准 株 ML-3SP 的 最 低 抑 制 浓度 
MIC 值 比 SgI-52 分 别 高 出 $.6 倍 和 6.2 倍 。 表 明 随 着 
SgI 水 解 的 进行 , 其 抗菌 活性 逐步 增强 。 我 们 的 结果 
提示 SgI-52 的 抗菌 活性 可 能 是 由 于 其 分 子 的 N- 末 端 
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具有 能 形成 -螺旋 两 亲 性 结构 的 SgL29。 我 们 的 结 
果 以 及 其 他 相关 研究 提示 SgL-52 以 及 N 端 相同 的 衍 
生物 作为 精子 活力 抑制 因子 以 及 抗菌 活性 肽 对 于 
精子 的 制 动 ， 获 能 以 及 射精 后 保证 精子 最 初 储存 在 
女性 阴道 内 的 生存 微 环 境 中 免 受 微生物 损害 可 能 
起 到 一 定 的 作用 ， 可 能 对 于 生殖 和 避孕 的 研究 和 应 
用 有 所 帮助 。 














































































































PW, et al. 1984. Isolation, structure, and Synthesis of a human seminal 
plasma peptide with inhibin-like activity [J]. Science, 223: 1199-1202. 

Robert M, Gagnon C. 1995. Sperm motility inhibitor from human seminal 
plasma: association with semen coagulum [J]. Hum Reprod, 10: 
2192-2197. 

Robert M, Gagnon C. 1996. Purification and characterization of the active 
precursor of a human sperm motility inhibitor secreted by the seminal 
vesicles: identity with semenogelin [J]. Biol Reprod, 55: 813-821. 

Robert M, Gagnon C. 1999. Semenogelin I: a coagulum forming, 
multifunctional seminal vesicle protein [J]. Cell Mol Life Sci, $5: 
944-960. 

Robert M, Gibbs BF, Jacobson E, Gagnon C. 1997. Characterization of 
prostate-specific antigen proteolytic activity on its major physiological 
substrate, the sperm motility inhibitor precursor/semenogelin I [J]. 
Biochemistry, 36: 3811-3819. 

Wang Z, Widgren EE, Sivashanmugam P, O'Rand MG, Richardson RT. 2005. 
Association of eppin with semenogelin on human spermatozoa [J]. 
Biol Reprod, 72: 1064-1070. 

Wang ZJ, Zhang W, Wu HF, Xu YG. 2007. Inhibition activity of 
semenogelin and its peptides to human spermatozoa [J]. National 
Journal of Andrology (Zhonghua Nan Ke Xue) , 13: 42-45. [ 王 增 军 ， 
张 ” 炜 , 吴 宏 飞 ， 蛙 元 庚 . 2007. 精囊 蛋白 Semenogelin 抑制 精子 活 
动 的 活性 片段 分 析 . 中 华 男科 学 杂志 , 13: 42-45.] 

Zhao H, Lee WH, Shen JH, Li H, Zhang Y. 2008. Identification of novel 
semenogelin Iderived antimicrobial peptide from liquefied human 
seminal plasma [J]. Peptides, 92: 505-511. 























